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摘要 
ANAC084 是 NAC 转录因子家族的一员，其编码一个 206 个氨基酸的小蛋白。
在拟南芥中过表达 ANAC084 植株出现地上部分变小，莲座叶面积变小、颜色加
深，生长周期偏长的表型，但是根的发育并不受影响，进一步的研究表明过表达
ANAC084 会使拟南芥叶片细胞变小同时使叶片细胞数量大大减少，从而造成植
株变小。但是 ANAC084-RNAi 和 ANAC084-SRDX 植株在表型上和野生型没有明
显区别。通过对 ANAC084Pro:gANAC084:GFP:GUS 植株进行 GFP 扫描和 GUS 染
色研究 ANAC084 的表达模式，我们发现 ANAC084 在胚胎发育时期就已经开始
表达，并且在整个胚中都有表达，到胚后发育时期则只在叶原基、初生叶表皮细
胞和根尖中表达。亚细胞定位实验发现 ANAC084 蛋白主要定位在细胞质中，但
是少部分细胞 ANAC084 会出现进核的现象。过表达 ANAC084 株系对 Zeocin、
干旱胁迫和盐胁迫的抗性增强，荧光定量 PCR 显示过表达 ANAC084 株系中细胞
周期 G2/M 期细胞因子转录水平升高，说明 ANAC084 可能通过调控细胞周期
G2/M 期来加强 DNA 的损伤修复，但是 ANAC084 是否与 ATM/ATR DNA 损伤修
复 途 径 相 关 还 需 要 进 一 步 的 验 证 。 同 时 ANAC084-RNAi 株 系 中
SHR,SCR,PIN1,WOX5 基因表达量均有所下降，推测 ANAC084 可能通过调控
SHR-SCR 和生长素相关的途径来调控根尖干细胞微环境。 
 
关键词：ANAC084；细胞周期；根尖干细胞 
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Abstract 
 
Abstract 
    ANAC084 is a member of NAC transcription factor family, coding a small 
protein which contains 206 amino acids. Overexpression of ANAC084 in Arabidopsis 
causes a dwarf phenotype, the smaller and darker rosette leaves, and longer growth 
cycle in comparison with the wild type plants, but the growth of root are not affected. 
Further research shows that overexpression of ANAC084 not only diminish the leaf 
cell size but also reduce the leaf cell number significantly, which co-result in smaller 
leaves. But the ANAC084-RNAi and ANAC084-SRDX lines did not cause obvious 
changes on the phenotype in comparison with wild type. To get the expression pattern 
of ANAC084, GFP scanning and GUS staining techniques are used in 
ANAC084Pro:gANAC084:GFP:GUS lines. The results showed that the ANAC084 is 
expressed in the whole embryo during embryo development stage, but it is specially 
expressed in leaf primordium, primary leaf epidermal cells and root tips during the 
post-embryonic development period. Subcellular localization experiment 
demonstrates that ANAC084 is mainly located in the cytoplasm, but sometimes in the 
nuclear in a small part of cells. Overexpression of ANAC084 lines show a stronger 
tolerance to Zeocin treatment, drought stress and salt stress. And qRT-PCR shows that 
OE ANAC084 lines have a higher transcription level of G2/M phase cell cycle 
markers which indicate that ANAC084 may take part in DNA damage repair pathways 
by regulating G2/M phase markers in cell cycle, but whether ANAC084 is associated 
with ATM/ATR DNA damage repair pathway needs a further examination. While 
ANAC084-RNAi lines show decreased expression of SHR, SCR, PIN1 and WOX5 
genes, it indicates that ANAC084 may regulate the root tip stem cells niches by taking 
participate in SHR-SCR pathway and auxin relevant pathway. 
 
Key words:ANAC084；cell cycle；root tip stem cell 
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1 前言 
1.1 NAC 转录因子家族 
    NAC 转录因子家族是近年来发现的植物中特有的最大的转录因子家族，目
前在拟南芥（117 个）和水稻（151 个）等模式生物中和大豆（152 个）、 烟草
（152 个）等其他 20 多个作物中都发现了 NAC 家族的成员[1-4]。NAC 家族的命
名源于 1996年 Souer等[5]从矮牵牛(Petunia hybrida)中克隆得到的NAM (No Apical 
Meri-stem)基因，该基因能影响矮牵牛顶端分生组织的形成与分化，其 N 端有一
段约 150 个氨基酸的高度保守序列。随后拟南芥中发现的 CUC2 (cup-shaped 
cotyledon)基因和 ATAF1、ATAF2 基因也有与 NAM 相似的结构,这种相似的结构
被称为 NAC 结构域，包含 NAC 结构域的蛋白则称为 NAC 转录因子。 
1.1.1 NAC 转录因子的结构特点及分类 
    NAC 转录因子家族成员的最大特点是 N 端为一段约 150 个氨基酸的高度保
守的 NAC 结构域，而 C 端为高度变化的转录调控域。NAC 结构域在结构上不
包含任何已知的蛋白结构域，而是以几个螺旋元件包围着一个扭曲的 β–折叠片
结构代替了典型的螺旋–转角–螺旋结构。它们通过盐桥等相互作用形成具有功
能的NAC蛋白二聚体,该二聚体表面一侧富含正电荷, 可能与DNA的结合有关[6, 
7]。NAC 结构域包含 5 个亚结构域（A,B,C,D,E),其中亚结构域 C，D 中包含核定
位信号，可能与该家族成员的核定位和作为转录因子行使功能有关，而 B，E 两
个亚结构域保守性则相对较弱。C 端作为转录调控区其主要特点是一些简单的氨
基酸重复出现，比如苏氨酸，脯氨酸，丝氨酸等[8, 9]，还有部分 NAC 家族成员在
C 端具有跨膜(TM)元件[10-13]。NAC 家族成员基因大部分都是包含两个内含子和
三个外显子，其中前两个外显子编码保守的 NAC 结构域而后一个外显子则编码
多样化的转录激活区–C 端结构域[14]。 
    Ooka 等[6]2003 年根据水稻和拟南芥数据库对 NAC 家族成员进行了分类，其
从水稻和拟南芥数据库中分别预测了 75 个和 105 个 NAC 蛋白，通过比对分析
这些蛋白的氨基酸序列将其分为两大组 18 个亚组，其中组 I 分为 14 个亚组, 
组Ⅱ分成 4 个亚组。2008 年 Fang 等[15]对水稻 140 个 OsNAC 和 OsNAC-like 转
录因子基因进行了系统进化树分析，根据发育相关性，胁迫响应等基因的功能将
其分为五大类。之后 2010 年 Nuruzzaman 等[3]对拟南芥中 117 个非冗于 NAC
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基因和水稻中 150 个非冗余基因从基因结构，系统发生，基因定位和表达模式等
方面进行了全面的分析，利用 NAC 保守区序列的保守氨基酸残基和系统构建将
水稻中 NAC 家族成员分为 A,B 两大组和 16 个亚组。但目前 NAC 家族的分类还
是主要按 Ooka 等的分类来进行的。 
 
 
图 1-1  NAC 转录因子的基本结构和分类[6, 16] 
Figure 1-1 The basic structure and classification of the NAC transcription 
factors 
（ A ）NAC 家族蛋白中存在 NAC 与 TAR 结构域，NAC 蛋白通过透明的方框显示，已知区域和得到预
测的结构域显示如图 .条纹代表 NAC 结构域；阴影区域代表 TAR 激活结构域； NAC 结构域中的 A 至 E 
子结构域以实线表示 . NAC 中的 DBD（DNA 结合结构域）包含在子结构 D 和 E 中 . 在 InterPro 中的 
NAM 结构域由 A 到 D 的子结构域组成；E 子域的 50 个 aa（氨基酸）被填加到 NAM 结构域后面， TAR 
为 NAC 家族蛋白的 C 端区域；（ B ）NAC 基因家族分为两大组，Ⅰ组分为 14 个亚组，Ⅱ组分为 4 个亚
组（C）ANAC019 蛋白通过盐桥作用形成同二聚体 
1.1.2 NAC 转录因子的功能 
    NAC 转录因子家族成员众多，其多变的 C 端转录调控区使蛋白的功能呈现
多样化。目前已报道 NAC 在植物生长发育，细胞分裂，激素调控和信号转导，
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生物胁迫和非生物胁迫等生命活动中行使功能。 
    NAC 在植物生长发育中的功能。NAC 家族第一个成员 NAM 基因，其突变
体 nam 无法形成正常的顶端分生组织，幼苗大部分无法长出真叶而致死，其他
器官也发育异常[5]，而过表达 CUC1 基因能够诱导子叶的近轴面产生新的茎尖分
生组织，cuc1 cuc2 双突变体则出现子叶，花萼和雄蕊融合，无法形成正常的茎
尖分生组织的表型[17]。NAC 在拟南芥根的发育中也起到调控作用，NAC1 主要在
根中主要在主根和侧根根尖中表达，其中受生长素的诱导并介导生长素的信号以
促进侧根发育，过表达 NAC1 促进侧根发育，相反将 NAC1 干扰掉则抑制侧根的
生长[18],过表达 AtNAC2 也能促进侧根的发育[19]。NAC 家族成员在次生壁的形成
中也起到调控作用，拟南芥中 SND1，VND6/7，SNT1/2/3 对于次生壁的形成起正
调控作用[20-22]，而相反 ANAC012 和 XDN1 则在拟南芥次生壁形成中起负调控作
用[23, 24]。ANAC092 参与拟南芥花药的发育，其在花药发育过程中时序性表达, 在
花药发育的 8-11 期绒毡层表达, 其中在 9-10 期的表达量达到最高值, 过表达
ANAC092 植株中花粉数量减少，花粉粒的长度增加[25]。 
    在植株的衰老过程中 NAC 家族成员也参与调控，在拟南芥 NAC 家族中近
1/5（20/107）的成员与叶片衰老相关[26]，GUO 等[27]2006 年发现两个 AtNAP 突变
体中叶片的衰老显著延迟，过表达 AtNAP 基因植株表现出叶片早衰。在蚕豆和
水稻中，AtNAP 的同源基因在衰老叶片中的表达量也显著上调。拟南芥 ANAC092
过表达株系中，有 170 个基因表达量上调，其中约 46%与叶片衰老相关，且
anac092 突变体在盐胁迫条件下能够比野生型维持更高的叶绿素含量[28]。 
    NAC 基因参与植物细胞分裂过程。NTM1 是 NAC 家族的一种膜结合的转录
因子，ntm 突变体表型为植株矮小，叶片呈现镰刀状，花瓣极其小，植物器官矮
小，顶端优势锐减，根部的生长也受到限制。ntm 突变体中系列周期蛋白依赖性
激酶（CDK）抑制基因如 KRP2，KRP3，KRP6，KRP7 都有上调，这些基因抑
制组蛋白 H4 的合成，从而抑制了细胞分裂，导致植株生长的延迟[29]。 
    NAC 家族基因在激素调控和信号转导的功能。拟南芥中 AtNAC2 能够被盐，
脱落酸（ABA),乙烯前体（ACC），生长素（NAA）诱导，且盐诱导会在乙烯
产生过剩突变体 eto1-1 中增强，而在乙烯非敏感性突变体 etr1-1，ein2-1 和生长
素非敏感性突变体 tir1-1 中受到抑制[19]。 
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    NAC1 可以被生长素和生长素中间信号诱导，过表达 NAC1 侧根增多，突变
体中侧根减少，NAC1 可以激活下游的生长素应答基因 DBP 和 AIR3 的表达，同
时在生长素响应突变体 tir1 中过表达 NAC1 可以恢复侧根的形成，表明 NAC1 在
TIR1 基因下游发挥作用[18]。在大豆中 GmNAC20 也能响应 NAA 的应答，而
GmNAC11 能够响应 NAA 和 ABA 的应答[30]。赤霉素 GA 能通过协调生长素和其
他外源信号物质在种子萌发的过程中发挥重要作用。高盐能够强烈抑制 GA3 氧
化酶基因(GA3ox1)的表达,说明盐胁迫能够通过 GA 信号途径影响种子萌发。膜
结合 NAC 转录因子 NTL8 受 GA 抑制，但能够被高盐和 GA 生物合成抑制剂多
效唑（PAC）诱导。且 NTL8 突变体 ntl8-1 种子相比于野生型在高盐和 PAC 的处
理下仍然有较高的萌发率，说明盐胁迫中种子萌发是通过诱导 GA 途径中 NTL8
的表达来调节的[31]。 
     生物胁迫和非生物胁迫。在植物的生长发育过程中，经常受到一些如病原
菌，动物啃食，高盐，干旱，低温等生物胁迫和生物胁迫的影响，这些胁迫轻则
造成植物体的损伤，产量下降，重则会造成植物体的死亡。在应对植物中生物胁
迫和非生物胁迫中，NAC 转录因子家族发挥着重要的功能。在植物体受到病原
体等侵害时会通过乙烯(Ethylene,ET）、水杨酸(Salicylic acid,SA)、茉莉酸(Jasmonic 
acid,JA)等抗病信号传导途径来激活防卫反应基因的表达,从而激活植物体的抗
病防卫反应，孙利军等[32]对拟南芥和水稻中相应水杨酸和茉莉酸的 NAC 家族成
员做了汇总，如图 1-2(A)。此外小麦中抗病信号分子茉莉酸甲酯（MeJA）、ABA、
乙烯（ET）等能诱导 TaNAC4 表达,马铃薯 StNAC 基因能够受病原体感染和机械
损伤诱导，辣椒中 CaNAC1 以及甘蔗 SsNAC23 也参与生物胁迫的响应[33-36]。植
物体在生长发育中面临的非生物胁迫主要有干旱，高盐和低温等，在拟南芥和水
稻中部分已报道响应高盐和干旱胁迫的 NAC 家族成员如图 1-2(B)[32],JIANG 等
利用盐溶液处理拟南芥根，发现有 33 个 NAC 家族基因表达发生显著变化（26
个上调，7 个下调）[37]，AtNAC2 和 NTL8 也能够响应盐胁迫[19, 31]。拟南芥中
ANAC019、ANAC055 和 ANAC072 都受到干旱、高盐的诱导表达, 过表达这三个
基因都能显著提高植株的耐旱能力，而且 ANAC019、ANAC055 和 ANAC072 都
可以与干旱诱导反应基因 ERD1 启动子上的 CATGTG 序列结合,调控 ERD1 及其
下游基因的表达, 从而参与抗旱胁迫反应[38]。在拟南芥中过表达小麦 TaNAC2 基
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因，能够提高拟南芥的抗旱能力，烟草中过表达 TaNAC2 的同源基因 TaNAC2a
也能提高烟草的抗旱能力[39, 40]。水稻 SNAC2 基因能被冷胁迫诱导，其超表达能
够显著提高植株的对冷胁迫的抗性[41]， 拟南芥中 lov1 突变体表现出对冻害的高
度敏感性, 在低温处理下的存活率仅为野生型的一半, 并且 LOV1 基因能调控
KIN1、COR15A 等抗冻相关基因的表达, 说明 LOV1 能够正向调控拟南芥的抗
冻能力[42]。 
 
图 1-2 拟南芥和水稻中响应干旱胁迫和盐胁迫的部分基因[32] 
Figure 1-2  Parts of genes response to drought stress and salt stress in 
Arabidopsis and rice   
A：拟南芥和水稻中响应 JA 和 SA 的基因及其调控模式 B：拟南芥和水稻中部分已发表的响应干旱和高盐
胁迫的基因 
1.1.3 ANAC084 简介 
    ANAC084 基因位于拟南芥 5 号染色体上，编号 AT5G14000，和大多数 NAC
家族蛋白一样其含有三个外显子和两个内含子，编码一个 206 个氨基酸的小蛋
白。根据 Ooka 等[6]的分类，ANAC084 属于组Ⅱ，在拟南芥中同源性较高的有
ANAC104，ANAC097 和 ANAC095。目前对于 ANAC084 的部分报道如下：2007
年Delphine等[43]提取 hub1-1和野生型 Ler茎尖进行基因微距阵分析，发现 hub1-1
突变体中 ANAC084 表达量相比于野生型有 4.59 倍的升高，而 HUB1 蛋白是作为
一种 E3 连接酶在拟南芥中发挥功能，HUB 基因在细胞周期 G2-M 期发挥作用，
其突变体会延长细胞周期的持续时间并且使细胞提前进入内源周期，从而使
hub1-1 出现叶片变小，根变短的表型。2009 年 MU 等[44]发现 MYB59 在细胞周期
的 S 期特异性表达，过表达 MYB59 会延长有丝分裂的中期而抑制根的生长，在
过表达 MYB59 和 myb59-1 中 ANAC084 的表达量相对于野生型分别有上调和下
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调。2011 年 Allison[45]等利用加强的酵母单杂交实验分析了根中转录因子，认为
ANAC084 可以作为转录因子结合 PHB(AT2G34710)基因启动子。但目前对
ANAC084 蛋白的功能还没有文献进行详细的报道。 
1.2 拟南芥根尖干细胞 
    根是植物重要的营养器官, 它在植物在长期适应陆地生活过程中担负着附
着基质、吸收水分和营养物质等重要功能。根的顶端叫做根尖(root tip), 其呈现
辐射状并由数目众多的致密细胞所组成[46, 47]。植物的根尖依次分为根冠、分生区、
伸长区和成熟区。其中分生区(meristem)的顶端是根的干细胞区域,根尖分生组织
的中心区域由一些有丝分裂旺盛的干细胞组成，这些干细胞围绕着根部干细胞组
织中心--静止中心，静止中心细胞一般不分裂其功能是维持这一干细胞区域的信
号[48, 49]。静止中心周围的干细胞分裂产生的子细胞逐渐被推离分生区，接受新信
号进行严格有序的垂周分裂(anticlinal division)和平周分裂(periclinal division)形
成各种特定类型的功能细胞[50]。 
1.2.1 拟南芥根尖的结构 
    拟南芥根尖细胞由 6 种类型细胞组成[51, 52]：皮层（cortex）和中柱（stele）、
根冠淀粉粒细胞（columella root cap）、侧根冠（lateral root cap）、表皮（epidermis）
和内皮层（endodermis）（如图）。这些不同形态的细胞都由不同的干细胞（stem 
cell）分化而来。其中，侧根冠和表皮来自于表皮/侧根冠干细胞（epidermis/lateral 
root cap initial）；皮层和内皮层来自于皮层/内皮层干细胞（cortex/endodermis 
initial）；中柱和淀粉粒细胞则分别来自中柱（vascular/pericycle initial）和淀粉
粒干细胞（columella initial）。这 4 种干细胞围绕着一个区域叫做中央静止区
（quiescent center，QC）。 
    中央静止区细胞一般不分裂或者进行缓慢分裂，其功能是构成根部干细胞组
织中心，并抑制周围干细胞的分化。静止区周围的单层干细胞分裂产生两种子细
胞，一种继续维持干细胞的特性，另一种则继续分化形成根中成熟组织[53]。1995
年van den Berg等[52]通过激光辅助切除静止区实验发现静止中心细胞通过直接的
细胞与细胞接触维持其周围干细胞的性质，这种短程的信号确保了干细胞数量被
限制及干细胞群不会随着根尖的生长被取代。之后的实验发现激光完全切除静止
区细胞后,位于静止区之上的中柱细胞会快速脱分化形成新的静止区细胞, 从而
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保证根尖的生长和分化功能不变，即位置信息决定细胞的命运。 
 
 
图 1-3 拟南芥根尖结构示意图[52, 54] 
Figure 1-3 Schemes of wild type arabidopsis root structures 
A：野生型根尖纵截面与横截面示意图。B：QC 细胞作为根尖干细胞组织中心，能抑制周围干细胞的分化。 
1.2.2 拟南芥根尖干细胞微环境的调控 
    拟南芥根尖干细胞微环境的调控主要有两条独立的途径：一条是沿着辐射轴
提供位置信息的 SHR/SCR 途径，另外一条是依赖生长素提供纵向信息的 PLT 途
径[53]。WOX5 是静止中心细胞的标记基因，在十六细胞胚期胚柄顶端细胞中该基
因 的 表 达 就 标 志 着 根 静 止 中 心 的 形 成 [55, 56] 。 SHORTROOT(SHR) 和
SCARECROW(SCR)都是 GRAS 转录因子家族成员，在根尖干细胞的维持中起重
要的作用[57, 58]。SHR 和 SCR 突变体能够使根部静止中心紊乱同时使干细胞失活，
造成分生组织增生细胞的减少使根部变短。在 shr 突变体中过表达 SCR 并不能
恢复静止中心的功能，只能够部分的恢复干细胞功能的维持[59]。SHR 在中柱中
表达，但其翻译产物能够通过细胞间的信号传递移动到相邻的细胞层中(包括
QC、内皮层、内皮层/皮层干细胞)。同时在 shr 突变体中 SCR 蛋白的表达量下
降，并且 SHR 可以直接结合在 SCR 的启动子上，预示着 SHR 对于 SCR 具有上
位性，其能够作为转录因子直接调控 SCR 的表达[60, 61],而 SCR 则可以调控 QC 的
标记基因 WOX5 的表达。 
另外一条调控干细胞微环境的途径为 PLT 途径。静止中心在形成的过程中依
赖于 PLETHORA(PLT)基因家族，该基因家族依赖于生长素信号发挥功能，在静
止中心细胞的形成中起到重要作用。在根尖生长素的运输是一种主动运输和被动
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